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O glutamato é o neurotransmissor excitatório responsável por processos 
como memória e aprendizagem. Porém, quando em excesso na fenda 
sináptica, o glutamato se torna tóxico, caracterizando o processo de 
excitotoxicidade glutamatérgica, que está envolvido em diversas 
doenças neurodegenerativas. A guanosina é um nucleosídeo derivado da 
guanina, a qual exerce efeitos neuroprotetores em diversos modelos de 
neurotoxicidade, porém, o seu mecanismo de ação ainda precisa ser 
completamente caracterizado. Os canais de potássio de alta condutância 
dependentes de cálcio (BK) são ativados com o aumento de íons Ca2+ 
intracelular e com a despolarização da membrana celular, provocando 
um efluxo de K+, e o efeito de sua modulação na neuroproteção da 
guanosina já foi demonstrado. Portanto, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar o efeito neuroprotetor da guanosina e da ativação dos canais BK 
em cultura primária de astrócitos hipocampais e fatias hipocampais 
submetidas à toxicidade glutamatérgica. As culturas astrocitais de ratos 
Wistar neonatos (0-2 dias), e as fatias hipocampais, de ratos adultos (90 
dias), foram incubadas com glutamato (10 mM) por 1 hora para indução 
do dano. Em seguida, mantidas por 24 e 4 ou 2 horas, respectivamente, 
para recuperação, onde foram adicionados o ativador de canal BK 
NS1619 (10uM) e a guanosina (100uM). Em seguida, avaliou-se a 
viabilidade celular através do ensaio de redução de MTT, bem como a 
produção de EROs com a sonda DCFH-DA. Além disso, realizou-se o 
ensaio de imunocitoquímica para identificação de GFAP e Hoechst nos 
astrócitos hipocampais. Os resultados obtidos demonstraram que a 
toxicidade glutamatérgica não causou uma redução significativa na 
viabilidade dos astrócitos hipocampais, além de não ter sido identificado 
efeito dos tratamentos utilizados. Porém, a guanosina per se exerceu 
efeito trófico, aumentando a viabilidade celular dos astrócitos. A 
guanosina per se foi capaz de aumentar a imunorreatividade para GFAP, 
quando comparada aos astrócitos do grupo controle. A incubação das 
fatias hipocampais com o glutamato não diminuiu a viabilidade. 
Entretanto, o glutamato induziu um aumento na produção de EROs, e a 
ativação dos canais BK foi capaz de reverter este efeito. Estes resultados 
apontam para a possibilidade da guanosina exercer seu efeito 
neuroprotetor, frente à toxicicidade glutamatérgica em astrócitos e em 
fatias hipocampais, somente quando utilizada como um pré-tratamento. 
O estresse oxidativo observado possivelmente se deve a excessiva 
 
 10 
ativação dos receptores glutamatérgicos responsáveis por gerar um 
influxo de íons Ca2+ intracelular. Enquanto a neuroproteção provocada 
pela ativação dos canais BK provavelmente se deve ao efluxo de íons K+ 
gerado pela ativação deste canal, com consequente hiperpolarização 










































Glutamate is the responsible neurotransmitter for process such as 
memory and learning. However, when in excess in the synaptic cleft, 
glutamate becomes excitotoxic, characterizing the glutamatergic 
excitotoxicity process, wich is related with several neurodegenerative 
diseases. Guanosine is a nucleoside derived from guanine, which has 
neuroprotective effects in several neurotoxic models. However, its 
mechanism of action still needs to be characterized. The high-
conductance calcium-activated potassium channels (BK) are activated 
with the increase of intracellular Ca2+ levels and by the cellular 
membrane depolarization, causing K+ efflux, and it has been shown the 
effect of its modulation in the guanosine neuroprotection.  The objective 
of this study was to evaluate the neuroprotective effect of both 
guanosine and BK channels activation in primary hippocampal 
astrocytic culture and in hippocampal slices submitted to glutamatergic 
toxicity. Astrocytic cell cultures from newborn Wistar rats (0-2 days), 
and the hippocampal slices obtained from adult rats (90 days), were 
incubated with glutamate (10mM) for 1 hour to induce the insult. And 
then, maintained for 24 and 4 or 2 hours, respectively, for recovery, 
where were added the BK channel activator NS1619 (10uM) and 
Guanosine (100uM). Next, it was evaluated the cellular viability through 
the MTT reduction assay, as well as the production of ROS with DCFH-
DA probe. In addition, the immunocytochemistry was performed to 
identify GFAP and Hoechst reactivity in hippocampal astrocytes. The 
results showed that the glutamatergic toxicity did not cause a significant 
reduction at the viability of hippocampal astrocytes, also, no effect of 
both treatments were seen. However, guanosine per se exerted trophic 
effects, increasing significantly the cell culture viability. The 
hippocampal astrocytes treated with guanosine were able to increase the 
GFAP immunoreactivity when compared to the astrocytes of the control 
group. The hippocampal slices incubation with glutamate did not 
decrease the cellular viability. Nonetheless, glutamate induced an 
increase in the ROS production of the hippocampal slices, and the BK 
channels activation was able to revert this effect. This results point to 
the possibility of guanosine exerting its neuroprotective effect facing the 
glutamatergic neurotoxicity in astrocytes and hippocampal slices, only 
when utilized as a pre-treatment. The verified oxidative stress  it is 
probably due to an excessive glutamatergic receptor activation, 
responsible for generate a Ca2+ cellular influx. The neuroprotection 
provoked by the BK channel activation is probable due to K+ efflux, 
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generated by this channel, consequently provoking cellular 
hyperpolarization, decrease of intracellular Ca2+  levels and the blockade 
of the ROS production. 
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 1.1 Glutamato  
 O aminoácido L-glutamato (Figura 1) é considerado o principal 
mediador de sinais excitatórios no Sistema Nervoso Central (SNC) de 
mamíferos, estando envolvido nos principais aspectos funcionais do 
cérebro incluindo a cognição, memória e aprendizagem, além de exercer 
um importante papel no desenvolvimento do SNC, atuando na indução e 
eliminação de sinapses e na migração, diferenciação e morte celular 
(Danbolt, 2001). O seu armazenamento ocorre em vesículas localizadas 
no terminal pré-sináptico, e sob despolarização da membrana pré-
sináptica, este neurotransmissor é liberado na fenda, se ligando então 
aos seus receptores ionotrópicos alfa-amino-3-hidróxi-metilisoxazole-
propionato (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato, e 
metabotrópicos (mGluR1 a mGluR8) localizados no neurônio pós-
sináptico. Assim, a ativação de seus receptores iniciará um potencial 
excitatório pós-sináptico, levando à geração de um potencial de ação 
(Lewerenz e Maher, 2015). 
  Devido ao fato de não haverem enzimas extracelulares capazes 
de degradar o glutamato presente na fenda sináptica (Zhou e Danbolt, 
2014), a sua recaptação é dependente dos transportadores de 
aminoácidos excitatórios (EAATs) localizadas na superfície das células 
gliais (EAAT1 e EAAT2) e neuronais (EAAT3 e EAAT4) (Popoli et al., 
2012). Portanto, uma falha na retirada deste aminoácido da fenda 
sináptica causará uma ativação excessiva de seus receptores, com 
consequente abertura prolongada destes canais iônicos ativados por um 
ligante e uma despolarização neuronal prolongada, provocando assim 
uma entrada de íons cálcio em excesso na célula (Bano e Nicotera, 
2007). Este aumento dos níveis de cálcio intracelular é principalmente 
provocado pela ativação do subtipo de receptor ionotrópico 
glutamatérgico NMDA, ocorrendo necessariamente após a ligação de 
seus dois co-agonistas: os aminoácidos glicina ou D-serina e glutamato. 
O receptor NMDA possui alta permeabilidade aos íons cálcio (Strong et 
al., 2014), o que pode acarretar no desbalanço da homeostase celular, 
levando principalmente à ativação da cascata apoptótica, geração de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) (Rueda et al., 2016) e consequente 
morte neuronal.  
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Figura 1. Estrutura molecular do glutamato (Marmiroli e Cavaletti, 2012). 
  
1.2 Excitotoxicidade glutamatérgica 
 
A excitotoxicidade glutamatérgica é um evento que tem sido 
sugerido ocorrer não somente em processos neuropatológicos agudos, 
como na isquemia cerebral, porém também em processos crônicos 
(Lewerenz e Maher, 2015), como em algumas doenças 
neurodegenerativas. No caso da Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA), 
doença caracterizada por uma severa degeneração dos neurônios 
motores, verificou-se que, tanto a liberação quanto a captação de 
glutamato, encontram-se alteradas em um modelo de estudo desta 
condição patológica (Grigoriev et al., 2016). Esta relação com a 
excitotoxicidade glutamatérgica também foi verificada nas duas doenças 
neurodegenerativas mais comuns atualmente, a Doença de Alzheimer 
(DA) e de Parkinson (DP), bem como no Acidente Vascular Encefálico 
(AVE).   
 Diversos mecanismos moleculares envolvidos na modulação de 
sinapses glutamatérgicas são capazes de induzir neurotoxicidade, como 
na Doença de Alzheimer, por exemplo, a qual representa a principal 
causa de demência atualmente (50-75% dos casos) (Pistollato et al., 
2016). Neste caso, há uma forte correlação com o acúmulo do peptídeo 
β-amilóide no tecido nervoso, que por sua vez, atua sobre a modulação 
do Sistema Xc-, o qual em condições normais é responsável pelo 
transporte de cistina intracelularmente em troca de glutamato, 
auxiliando assim na proteção celular contra o estresse oxidativo (Bender 
et al., 2000). Em modelos da DA verificou-se um aumento da captação 
glutamatérgica independente de Na+ conduzida pela atividade reversa do 
Sistema Xc- em fatias hipocampais (Lanznaster et al., 2016a), uma 
inibição da captação glutamatérgica por células gliais (Harkany et al., 
2000), além da modulação direta dos receptores glutamatérgicos 
ionotrópicos (NMDA e AMPA) e metabotrópicos (Parameshwaran et 
al.,2008).  
 Outro mecanismo correlacionado com uma disfunção na 
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neurotransmissão glutamatérgica, recorrente em diversas doenças 
neurodegenerativas, é a ativação excessiva de seus receptores. A Doença 
de Parkinson é a segunda doença neurodegenerativa mais comum hoje 
em dia, com prevalência de 0-3% em países industrializados (de Lau e 
Breteler 2006), e sendo caracterizada pela perda progressiva de 
neurônios dopaminérgicos na porção do mesencéfalo denominada 
substância negra, acarretando principalmente em severas disfunções 
motoras. Em modelos de estudo da DP verificou-se que a modulação de 
receptores glutamatérgicos metabotrópicos se mostrou eficiente na 
redução de alguns sintomas da doença (Litim et al., 2016).   
 Um terceiro processo patológico altamente correlacionado com 
a toxicidade glutamatérgica é o Acidente Vascular Encefálico (AVE) ou 
“derrame”. Caracterizado por um déficit neurológico repentino, o AVE 
isquêmico é comumente causado por uma falência vasogênica no 
suprimento adequado do tecido cerebral de oxigênio e substratos, 
responsável por 80-85% de todos os casos de derrame (Chauhan e 
Debette 2016; Chaves 2000; Flynn et al., 2008). Representando a 
principal causa neurológica de incapacidade em adultos, o AVE 
apresenta uma ocorrência de mais de 85% somente em países de baixa e 
média renda (Johnston et al., 2009). O evento isquêmico provoca uma 
cascata de reações intracelulares, iniciando-se pela inibição da síntese 
mitocondrial de adenosina-5`-trifosfato (ATP), prejudicando o 
funcionamento da bomba de Na+/K+-
 
ATPase e provocando a 
despolarização da membrana plasmática neuronal, com consequente 
liberação de potássio para o espaço extracelular e entrada de sódio na 
célula. Além disso, o nível de íons cálcio intracelular também aumenta, 
ativando enzimas catabólicas que levarão à morte celular por apoptose 
ou necrose. E portanto, esta despolarização da membrana neuronal 
provocará a liberação massiva de neurotransmissores na fenda sináptica 
(Doyle et al., 2008), com ativação exacerbada de seus receptores. Deste 
modo, torna-se essencial a investigação de abordagens farmacológicas 
capazes de modular a transmissão glutamatérgica durante eventos 
neuropatológicos como estes.   
 
1.3 Astrócitos 
Os astrócitos são células gliais fundamentais na manutenção da 
atividade cerebral. Algumas de suas funções já descritas incluem a 
síntese de proteínas constituintes da matriz extracelular e de fatores 
tróficos responsáveis pela maturação neuronal, participação no processo 
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de formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese), indução e 
manutenção da barreira hematoencefálica e regulação dos níveis de 
potássio (K+) extracelular. Além disso, os astrócitos também são 
responsáveis pela captação dos neurotrasmissores glutamato e do ácido 
gama-aminobutírico (GABA) da fenda sináptica e sua posterior 
metabolização (Wang e Bordey, 2009). O glutamato é convertido a 
glutamina pela atividade da glutamina sintetase (GS), a glutamina é 
então  transportada de volta ao neurônio glutamatérgico para ser 
hidrolisada em glutamato novamente pela Glutaminase (Popoli et al., 
2012) (Figura 2 ). Ainda sobre o seu envolvimento no suporte 
metabólico do tecido nervoso, os astrócitos armazenam um estoque de 
glicogênio que servirá como um repositório de glicose em condições 
hipoglicêmicas ou de alta demanda energética  (Wang e Bordey, 2009). 
Portanto, considerando o papel essencial que os astrócitos desempenham 
sobre a manutenção da transmissão glutamatérgica, torna-se 
imprescindível a investigação dos efeitos causados nestas células 
quando submetidas à modelos neurotóxicos in vitro e in vivo, bem como 
os mecanismos bioquímicos e farmacológicos que atuam na sua 
regulação. 
 
Figura 2. Sinapse glutamatérgica. O glutamato (Glu) neuronal é sintetizado de 
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novo a partir da glicose (não mostrado) e da glutamina (Gln) fornecida pelas 
células gliais. O glutamato é então armazenado em vesículas sinápticas por 
transportadores glutamatérgicos vesiculares (VGluTs). O complexo de proteínas 
SNARE medeia a interação e fusão das vesículas com a membrana pré-
sináptica. Após sua liberação no espaço extracelular, o glutamato se liga a seus 
receptores ionotrópicos (NMDARs e AMPARs) e metabotrópicos (mGluR1 a 
mGluR8) nas membranas pós e pré-sinápticas neuronais e gliais. Esta ligação dá 
início a várias respostas intracelulares, como a despolarização da membrana, 
ativação de cascatas de sinalização intracelulares e modulação da síntese de 
proteínas locais. O glutamato é retirado da sinapse por transportadores de 
aminoácidos excitatórios (EAATs) de células gliais próximas (EAAT1 e 
EAAT2) e, em menor quantidade, de neurônios (EAAT3 e EAAT4). Dentro da 
célula glial, o glutamato é convertido em glutamina pela glutamina sintetase e 
esta glutamina é subsequentemente liberada por um sistema de transportadores 
de aminoácidos neutros (Sistema N) e captada por neurônios através do sistema 
de transportadores de aminoácidos acoplados a Na+ (Sistema A), completando o 
ciclo glutamato-glutamina. Adaptado de Popoli et al., 2012. 
  
1.4 Guanosina 
 As purinas são moléculas orgânicas de estrutura aromática que 
incluem as bases nitrogenadas adenina e guanina, e seus derivados, 
como os nucleotídeos fosfatados (AMP, GMP, ADP, GDP, ATP e 
GTP), os nucleosídeos (adenosina e guanosina) e seus metabólitos 
(inosina, guanina, xantina e ácido úrico) (Figura 3). Além disso, as 
purinas são constituintes celulares essenciais, exercendo funções de 
sinalização intra e extracelular em diversos processos fisiológicos 
(Bettio et al., 2016; Lanznaster et al., 2016b). A guanosina (GUO), 
portanto, é um nucleosídeo endógeno derivado da guanina, a qual é 
liberada no SNC pelas células gliais, principalmente pelos astrócitos, 
tanto em condições basais quanto tóxicas (Ciccarelli et al., 2001). 
 Diversos estudos já demonstraram seus efeitos neuroprotetores 
em modelos de neurotoxicidade in vivo e in vitro. A privação de glicose 
e oxigênio (PGO) é um modelo de isquemia in vitro comumente descrito 
na literatura. Tanto em fatias hipocampais quanto em células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y submetidas à PGO, verificou-se um 
efeito neuroprotetor da guanosina frente a este insulto (Olesckovicz et 
al., 2008; Chang et al., 2008). Já em células astrogliais C6 tratadas com 
um inibidor do complexo IV da cadeia respiratória, a guanosina foi 
capaz de reverter os estresses oxidativo e nitrosativo, e além da resposta 
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inflamatória gerada (Quincozes-Santos et al., 2014). Em ambos os 
modelos in vitro da DP induzida pela toxina 1-metil-4-fenilpiridinio 
(MPP+), e de DA provocado pela toxicidade de β-amilóide, ambos 
realizados em células SH-SY5Y, a guanosina foi capaz de reverter a 
apoptose decorrente destes modelos (Pettifer et al., 2007 e 2004). Em 
modelos animais de neurotoxicidade, verificou-se o efeito da guanosina 
prevenindo convulsões induzidas por ácido quinolínico em ratos 
(Schmidt et al., 2000), além de demonstrar efeito tipo anti-depressivo 
em camundongos (Bettio et al., 2012). 
 Além disso, alguns possíveis mecanismos de ação da guanosina 
também encontram-se descritos. Verificou-se que alguns de seus efeitos 
ocorrem através da modulação da atividade de transportadores de 
glutamato, aumentando a captação deste neurotransmissor pelos 
astrócitos (Frizzo et al., 2001) e diminuindo a captação feita por 
vesículas sinápticas (Tasca et al., 2004), bem como atuam sobre a 
proliferação astrocitária (Ciccarelli et al., 2000). Nosso grupo já 
demonstrou que seu efeito neuroprotetor em fatias hipocampais 
submetidas a PGO ocorre através da modulação da atividade da enzima 
astrocitária glutamina sintetase (GS) (Dal-Cim et al., 2016) e do 
controle de vias de sinalização pró-inflamatórias (Dal-Cim et al., 2013). 
 Entretanto, apesar de seus efeitos estarem bem caracterizados 
em diversos modelos fisiológicos e neurotóxicos de estudo, uma 
proteína receptora específica para a GUO ainda não foi identificada. 
Porém, já foram demonstrados alguns de seus possíveis alvos de 
interação, como os receptores de adenosina (A1R e A2AR) (Schmidt et 
al., 2010; Dal-Cim et al., 2012), e os canais de potássio, como os canais 
de K+ de alta condutância dependentes de cálcio (BK e maxiK) e canais 
de K+ retificadores de influxo (Kir) (Dal-Cim et al., 2012; Dal-Cim et 
al., 2011; Benfenati et al., 2006). Considerando estes indícios, ainda não 
está claro se a guanosina atua como um neuromodulador em diversos 
sítios extracelulares de ação, ou se, além destes, possui também seu 
receptor específico.  
   
Figura 3.  Catabolismo de purinas da guanina. GTP, GDP e GMP são 
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hidrolisados sequencialmente por nucleotidases (ou ecto-nucleotidases, quando 
produzidas extracelularmente), gerando a guanosina (GUO). A Ecto-NTPDase 
(ecto-nucleotídeo difosfohidrolase) metaboliza o GTP e GDP produzindo GMP. 
A Guanosina é hidrolisada pela enzima PNP (Purina Nucleosídeo Fosforilase) 
gerando a base púrica guanina (GUA). Através da atividade da guanina 
deaminase, a guanina é convertida em xantina e subsequentemente em ácido 
úrico pela ação da xantina oxidase. A enzima da via purinérgica de salvação 
HGPRT (hipoxantina- guanina fosforibosiltransferase) produz GMP ou IMP a 
partir da condensação da GUA ou hipoxantina, respectivamente, com o 5’-
fosforibosil. Adaptado de Lanznaster et al., 2016b. 
1.5 Canais BK 
Os canais de potássio pertencem a uma diversa família de 
proteínas de membrana com um importante papel em vários processos 
fisiológicos como a liberação de neurotransmissores, excitabilidade 
celular, secreção hormonal e tônus do músculo liso. Dentre estes, os 
canais de potássio de alta condutância dependentes de cálcio (canais 
BK), são ativados pelo aumento dos níveis de íons cálcio no citosol e 
pela despolarização da membrana celular (Ghatta et al., 2006) (Figura 
4), sendo altamente distribuídos por todo o cérebro, apresentando alta 
densidade nos neurônios hipocampais (Chen et al., 2013). A abertura 
destes canais permite um rápido efluxo de íons K+, que por sua vez, 
provoca a hiperpolarização do potencial de membrana e a regulação da 
excitabilidade da membrana celular, da homeostase iônica, das cascatas 
de sinalização dependentes de Ca2+ e do volume celular. Deste modo, os 
efeitos resultantes da sua modulação vão desde o controle da 
homeostase iônica (Yang et al., 2015) e da excitabilidade neuronal até a 
liberação de neurotransmissores na fenda sináptica (Hu et al., 2001), 
demonstrando assim ser um importante alvo de estudo na proteção 
celular.  
Já foi demonstrada a participação dos canais BK como 
mediadores da ação neuroprotetora da GUO. No artigo de Oleskovicz e 
colaboradores (2008) verificou-se pela primeira vez que o efeito da 
GUO é dependente da ativação de canais de K+ em fatias submetidas a 
PGO. A partir daí, nosso grupo passou a investigar a possível relação da 
GUO com diversos tipos de canais de K+. Dal-Cim e colaboradores 
(2011) verificaram que, através da inibição farmacológica dos canais 
BK, mas não dos canais de K+ dependente de ATP (KATP) ou dos canais 
de K+ de baixa condutância dependentes de Ca+ (SK), o efeito 
neuroprotetor da GUO sobre a viabilidade celular e a captação 
glutamatérgica, em fatias hipocampais submetidas à PGO, foi 
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bloqueado. Por conseguinte, o envolvimento dos canais BK no efeito 
guanosinérgico foi confirmado ao verificar-se que, o bloqueio deste 
canal em células da linhagem SH-SY5Y submetidas ao estresse 
oxidativo novamente inibia a neuroproteção da GUO sobre a viabilidade 
destas células (Dal-Cim et al., 2012).  
Além disso, como a manutenção do gradiente iônico 
transmembrana é fundamental para que ocorra a captação de glutamato 
da fenda sináptica (Danbolt, 2001), a modulação dos canais BK pela 
GUO favoreceria o restabelecimento deste gradiente e a consequente 
funcionalidade dos transportadores glutamatérgicos após um dano 
excitotóxico (Dal-Cim, 2012). Desta forma, já foi demonstrado que o 
efeito neuroprotetor da guanosina depende da ativação dos canais BK, 
no entanto, não se sabe se a ativação dos canais BK diretamente também 
promove efeito protetor, similar ao observado pela guanosina.  
    
 
Figura 4. Estrutura molecular do canal de potássio ativado por Ca2+ de alta 
condutância (BK). As quatro subunidades α formam o poro e as quatro 
subunidades β 1-4 são responsáveis pela regulação da funcionalidade do canal. 




 A população brasileira, assim como da América Latina e do 
Caribe, vem sofrendo nas últimas cinco décadas uma transição 
demográfica onde a queda, tanto das taxas de mortalidade quanto de 
fecundidade, vem aumentando a população de idosos (60 anos e mais) 
no país (Lebrão, 2009). Portanto, considerando que o risco de incidência 
das principais doenças neurodegenerativas, como o Alzheimer e o 
Parkinson, está fortemente associado ao aumento da idade, é 
extremamente necessário o estudo de processos bioquímicos e 
moleculares envolvidos, tornando possível o desenvolvimento de 
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tratamento ou mesmo prevenção. Apesar de os efeitos neuroprotetores 
da GUO estarem bem caracterizados na literatura científica, tanto em 
modelos neurotóxicos agudos (isquemia in vitro e in vivo) e crônicos, 
quanto em condições fisiológicas atuando sobre a proliferação celular, o 
seu mecanismo de ação extracelular ainda precisa ser completamente 
elucidado, o que possibilitaria o seu uso como um possível fármaco no 





3.1 Objetivo geral 
 
Investigar o mecanismo de ação neuroprotetora do nucleosídeo 
guanosina (GUO), comparando-o com o efeito de um ativador de canais 
BK, em culturas de células astrocitárias e em fatias de hipocampo 
submetidas à toxicidade induzida pelo glutamato.  
 
3.2 Objetivos específicos 
 
•! Avaliar o efeito neuroprotetor da GUO e da ativação 
dos canais BK em culturas celulares astrocitárias e em 
fatias hipocampais submetidas ao dano excitotóxico 
induzido pelo glutamato in vitro.  
•! Avaliar o efeito da ativação dos canais BK na 
neuroproteção induzida pela GUO na viabilidade 
celular e na produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) de culturas celulares astrocitárias e de fatias 
hipocampais submetidas ao dano excitotóxico induzido 
pelo glutamato in vitro.  
 
 
4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Animais  
 
Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (90 dias ou mais) 
e neonatos (0-2 dias) de ambos os sexos, mantidos em um ambiente com 
ciclo claro/escuro de 12h/12h, ventilação e temperatura ambiente 
controlados (± 25 ºC), água e alimento ad libitum, obtidos do Biotério 
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Central da UFSC. Este trabalho foi realizado de acordo com as 
especificações da Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA/UFSC), Protocolo Nº PP00955.  
 
4.2 Preparação e incubação das fatias hipocampais  
 
 Os animais adultos foram decapitados e os cérebros 
rapidamente dissecados e mantidos em tampão bicarbonato Krebs-
Ringer Bicarbonato (KRB) gelado, contendo, em mM: NaCl 122, KCl 3, 
CaCl2, 1.3, NaHCO3 25, MgSO4 1.2, KH2PO4 0.4 e D-glicose 10, e 
gaseificado com carbogênio (95% O2 – 5% CO2) para pH 7.4. A 
dissecação dos hipocampos foi feita neste mesmo tampão. As fatias (400 
µm de espessura) foram preparadas usando-se o fatiador de tecidos 
McIlwain Tissue Chopper, separadas em KRB a 4°C e transferidas para 
uma placa contendo KRB por 30 minutos a 37°C para recuperação antes 
do início do experimento.   
 
4.3 Preparação das culturas celulares   
 
 As culturas celulares astrocitais primárias foram preparadas a 
partir de hipocampos obtidos de ratos Wistar neonatos (0-2 dias). Estas 
células foram plaqueadas (3.5 x 104 células) e mantidas até atingirem 
confluência (7 dias) na presença de meio de cultivo DMEM-F12 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Invitrogen, Carlsbad, CA) 
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF, Cultilab). As 
culturas foram incubadas a 37°C na estufa em atmosfera com 5% de 
CO2. 
 
4.4 Protocolo de excitotoxicidade glutamatérgica 
O dano glutamatérgico foi induzido através da incubação das 
fatias hipocampais e das culturas celulares com glutamato (10mM) 
diluído em tampão KRB e em HBSS, respectivamente, por 1 hora. Após 
este período, o meio das fatias hipocampais foi substituído por meio de 
incubação composto por 50% de KRB, 50% de meio de cultivo celular 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco), 20 mM de 
HEPES (pH 7.4) e 100 ug/mL de gentamicina (meio KRB/DMEM), 
onde foram mantidas para recuperação por 4 horas. Enquanto que, nas 
culturas celulares, o tampão foi substituído por meio de cultivo celular 




 Tanto as fatias hipocampais quantos as culturas celulares 
receberam os tratamentos no início do período de recuperação após o 
dano excitotóxico com o glutamato. O ativador dos canais BK 1,3-
dihydro-1-[2-hidroxi-5-(trifluorometil)fenil]-5-(trifluorometil)-2H-
benzimidazol-2-um (NS1619, 10 µM, Tocris), foi pré-incubado por 15 
minutos antes da adição da guanosina (GUO, 100µM, Sigma) (Figura 5) 
ao meio, e foram mantidos juntos durante o período de recuperação de 4 




Figura 5. Representação da estrutura molecular do ativador do canal BK, 
NS1619 (Ghatta et al., 2006) e do nucleosídeo guanosina (Werry et al., 2008). 
 
4.6 Avaliação da viabilidade celular  
 
A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de 
redução do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio, Sigma), o qual é um sal amarelo de tetrazólio solúvel 
em água, e seu anel tetrazólio pode ser clivado por desidrogenases 
mitocondriais ativas, produzindo o precipitado de formazan púrpura 
insolúvel (Jacobsson e Fowler, 1999) (Figura 6). Após os períodos de 
tratamento, o meio de incubação das culturas celulares foi substituído 
pela solução de MTT (0.2 mg/ml em tampão PBS 1x) por 2 horas a 
37°C, enquanto que as fatias hipocampais foram incubadas com MTT 
(0.5 mg/ml em tampão KRB) por 20 minutos a 37°C. Após a incubação, 
o MTT então foi retirado e o precipitado solubilizado com 500 ou 200uL 
de dimetil-sulfóxido (DMSO, Dinâmica), um solvente orgânico, nas 
células e nas fatias hipocampais, respectivamente. Por fim, a viabilidade 
celular foi proporcional à leitura da absorbância obtida em 
espectrofotômetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) em 
comprimento de onda de 540 nm.   
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Figura 6. Representação da estrutura molecular do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) e de seu produto formazan após sua 
clivagem por desidrogenases mitocondriais (Stockert et al., 2012). 
 
4.7 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
 
 Para avalição dos níveis de EROs nas fatias hipocampais 
submetidas a excitotoxicidade glutamatérgica foi utilizada a sonda 
molecular diclorofluoresceína-diacetato (H2DCFDA) (80µM, Sigma), a 
qual se difunde através da membrana celular e é hidrolisada por 
esterases intracelulares para a forma não-fluorescente 
diclorofluoresceína (DCFH). Esta, por sua vez, reage com EROs 
intracelular para formar a diclorofluorescina (DCF), uma sonda verde 
fluorescente (Dal-Cim et al., 2012). Após o período de recuperação, as 
fatias foram incubadas com a sonda por 30 minutos, sendo então 
transferidas para tampão KRB e lidas em espectrofotômetro (Multimode 
Reader Infinite M200 TECAN), com excitação de 585 nm e emissão de 
520 nm.  
4.8 Imunocitoquímica 
 
 As culturas celulares foram fixadas com 4 % de 
paraformaldeído por 20 minutos a temperatura ambiente e as células 
foram permeabilizadas com 0,2 % de Triton X-100 por 15 minutos. 
Sítios inespecíficos de ligação dos anticorpos foram bloqueados pela 
incubação das células com 5% de BSA/PBS ou soro por 30 minutos. 
Depois de fixadas, as células foram incubadas por 24 horas a 4º C em 
câmara úmida com anticorpo primário anti-GFAP (Glial Fibrillary 
Acidic Protein) (Sigma), e em seguida incubadas por 1 hora com 
anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), a temperatura ambiente. Após três 
lavagens com PBS as células foram incubadas para co-marcação com 
Hoechst 33342 (5 µg/mL, Sigma) por 5 minutos, a temperatura 
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ambiente, para análise do número total de células. As lâminas foram 
montadas com n-propilgalactosídeo, analisadas e fotografadas em 
microscópio de fluorescência.  
 
4.9 Análise estatística 
 A análise estatística foi realizada por análise de variância de 
uma via (ANOVA), seguida pelo Teste T e Tukey. Os dados foram 
expressos como média e erro padrão da média (SEM). Foi utilizado o 





5.1 Avaliação dos efeitos da guanosina e do ativador de BK, NS1619 
em culturas de astrócitos hipocampais submetidos à toxicidade por 
glutamato    
 
Com o objetivo de avaliar o efeito neuroprotetor da guanosina, 
bem como um possível efeito do ativador do canal BK, NS1619, foi 
analisada a alteração de viabilidade celular de culturas astrocitárias 
primárias submetidas ao dano glutamatérgico (Figura 7).  
A incubação com glutamato (10 mM) por 1 hora em culturas 
astrocitárias demonstrou uma tendência em reduzir a viabilidade celular. 
O tratamento com guanosina, ou guanosina juntamente ao ativador 
NS1619, demonstraram uma tendência em recuperar a viabilidade das 
células submetidas a estes tratamentos. Porém, nenhum destes resultados 
foi estatisticamente significativo (Figura 7A). 
Entretanto, quando comparados somente os grupos controle e 
guanosina, observou-se um aumento significativo na viabilidade das 
células tratadas com o nucleosídeo (Figura 7-B). 
 Considerando que já foram demonstrados efeitos tróficos 
induzidos pela guanosina (Lanznaster et al., 2016b), e afim de avaliar 
seu efeito na morfologia destas células (7 dias in vitro), foi realizado o 
ensaio de imunocitoquímica para a proteína glial fibrilar acídica 
(GFAP), um clássico marcador de citoesqueleto de astrócitos, e Hoechst 
33342, um marcador de núcleo celular (Figura 8). A análise morfológica 
das culturas de astrócitos sugere uma maior imunorreatividade para 
GFAP nas culturas tratadas com guanosina, bem como uma maior 
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manutenção da viabilidade celular em relação ao grupo controle, através 





Figura 7. Efeito da Guanosina e NS1619 em culturas de astrócitos 
hipocampais submetidos a toxicidade glutamatérgica. As células 
astrocitárias foram obtidas do hipocampo de ratos Wistar neonatos (0-2 dias), e 
após 7 dias de cultivo, ao atingirem confluência, foram tratadas. Os controles 
foram incubados com tampão HBSS por 1 hora, enquanto que os grupos 
submetidos ao dano glutamatérgico foram incubados com glutamato (10 mM) 
pelo mesmo período. Em seguida, os grupos receberam seus respectivos 
tratamentos, onde a GUO (100 uM), quando co-incubada com o ativador do 
canal BK NS1619 (10 uM), foi adicionada 15 minutos após o início do período 
de recuperação de 24 horas. Ao final, foi realizado o ensaio de redução de MTT 
(0.2 mg/mL) para avaliação da viabilidade celular. Os dados foram expressos 
como média ± SEM de três experimentos independentes. * p<0.05 (ANOVA de 































































Figura 8. Efeito da guanosina sobre a imunomarcação de GFAP em 
culturas de astrócitos hipocampais. Em cultura de astrócitos hipocampais com 
7 dias in vitro, o grupo Controle (A-C) permaneceu com meio DMEM-F12 e o 
grupo Guanosina (D-F) com GUO (100uM) por 24 horas, e ao final do período 
foi realizado o ensaio de imunocitoquímica. Após serem fixadas, as células 
foram incubadas por 24 horas com anticorpo primário anti-GFAP (A, D), e 
então por 1 hora com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado 
com isotiocianato de fluoresceína (FITC) para posterior co-marcação com 
Hoechst 33342 (5 µg/mL) (B, E) por 5 minutos. As imagens C e F representam 
a sobreposição das marcações. Representação de um experimento. Aumento de 
200x. 
 
5.2 Avaliação dos efeitos da guanosina e do ativador NS1619 
na viabilidade de fatias hipocampais submetidas à toxicidade por 
glutamato    
 
 A fim de verificar a viabilidade de fatias hipocampais 
submetidas à toxicidade causada pela incubação com glutamato (10 
mM) por 1 hora, seguida de 4 horas de recuperação em tampão 
fisiológico, realizou-se o ensaio de redução do MTT (Figura 9). 
As fatias submetidas ao dano glutamatérgico demonstraram 
tendência na redução da sua viabilidade, porém não foi atingida a 
significância estatística (p = 0,0707). Além disso, os tratamentos com 
GUO e NS1619 per se, ou GUO, NS1619, ou GUO + NS1619 após a 






Figura 9. Avaliação dos efeitos da guanosina e do NS1619 na viabilidade de 




































hipocampais obtidas de ratos Wistar adultos (90 dias) foram incubadas com 
glutamato (10 mM) por 1 hora, sendo que o grupo controle permaneceu com 
tampão KRB pelo mesmo período, e então foram tratadas com GUO (100 uM) e 
NS1619 (10 uM). Ao final do período de recuperação de 4 horas, foi realizado o 
ensaio de redução do MTT (0.5 mg/mL) para avaliação da viabilidade celular. 
Dados expressos em porcentagem do controle como média ± erro padrão de 
cinco experimentos independentes (ANOVA de uma via, seguida do teste de 
Newman-Keuls). 
 
5.3 Avaliação dos efeitos da guanosina e do ativador de 
canais BK NS1619 nos níveis de EROs de fatias hipocampais 
submetidas à toxicidade por glutamato    
 
Com o intuito de avaliar a produção de espécies reativas de 
oxigênio nas fatias hipocampais submetidas à toxicidade glutamatérgica, 
utilizou-se a sonda fluorescente DCFH-DA, através da qual as unidades 
relativas de fluorescência (URF) detectadas são proporcionais à 
produção intracelular de EROs (Figura 10).  
Os resultados obtidos indicam que o dano glutamatérgico nas 
fatias provoca um aumento significativo na produção de EROs em 
relação às fatias controle, e a adição do ativador de canais BK, NS1619, 
no período de recuperação reverteu significativamente este efeito. 
Porém, o tratamento com a GUO, apesar de demonstrar uma tendência, 
não foi capaz de reduzir significativamente a produção de EROs 
provocada pelo glutamato (Figura 10-A). 
Após feita a leitura da fluorescência, as três sub-regiões 
hipocampais CA1, Giro Denteado (GD) e CA3 (Figura 10-B) foram 
analisadas no microscópio de fluorescência. Os grupos Controle, 
Glutamato e Glutamato + NS1619 estão representados na Figura 10-C, 
onde é perceptível o aumento da fluorescência, principalmente nas 






Figura 10. Avaliação do efeito do ativador NS1619 nos níveis de EROs de 
fatias hipocampais submetidas à toxicidade por glutamato. As fatias 
hipocampais obtidas de ratos Wistar adultos (90 dias) foram incubadas com 
glutamato (10 mM) por 1 hora, e o controle permaneceu com tampão KRB pelo 
mesmo período, e as fatias então foram tratadas com NS1619 (10 uM). Ao final 
do período de recuperação de 2 horas as fatias foram incubadas com a sonda 
DCFH-DA (80 uM) para detecção de EROs (A). A figura B esquematiza as três 
regiões hipocampais (adaptado de Patiño et al., 2016) que foram analisadas em 
microscópio de fluorescência e representadas na figura C após o período de 
incubação com a sonda. Dados expressos como média ± SEM de cinco 
experimentos independentes. * p<0.05, representando média diferente de todos 
os grupos, com exceção do grupo Glutamato+GUO e # p<0.05, representando 




6. DISCUSSÃO  
  
 O neurotransmissor glutamato exerce um importante papel em 
diversas vias metabólicas, assim como na mediação de sinais 
excitatórios e na plasticidade do sistema nervoso, incluindo a regulação 
de processos de morte celular. Deste modo, é crucial que o glutamato 
esteja presente em concentrações ideais no meio extracelular, evitando a 
estimulação excessiva de seus receptores e por consequência, dos 
neurônios, o que poderia acarretar num processo de excitotoxicidade 
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(Zhou e Danbolt, 2014), evento comum em diversas doenças 
neurodegenerativas.  
 Estudos de toxicidade induzida pelo glutamato in vitro são 
diversos na literatura científica. Molz e colaboradores (2008), por 
exemplo, demonstraram que a incubação de fatias hipocampais com 
concentrações milimolares de glutamato por uma 1 hora, é suficiente 
para reduzir a viabilidade celular e induzir apoptose quando avaliados 6 
horas após o dano. Porém, Ludka e colaboradores (2016) observaram 
que, o dano glutamatérgico na viabilidade celular também é observado 
no período de 4 horas após a incubação com o glutamato. Já em 
neurônios corticais, verificou-se que a toxicidade deste neurotransmissor 
pode ser dependente tanto do tempo de exposição quanto da 
concentração utilizada, diferenciando-se um dano crônico ou agudo (Ha 
et al., 2009). Portanto, o estudo de compostos que exerçam ação 
neuroprotetora, bem como os mecanismos pelos quais agem, frente a 
este dano, são de extrema importância atualmente. 
 Considerando o papel que os astrócitos exercem na manutenção 
dos níveis extracelulares de glutamato,  tendo como função a recaptação 
de grande parte deste neurotransmissor da fenda sináptica (Schmidt et 
al., 2007), a modulação destas células frente à modelos neurotóxicos 
torna-se um importante alvo de estudo. Os efeitos tróficos da guanosina, 
bem como seus mecanismos intracelulares de ação, em culturas 
astrocitárias, se encontram amplamente caracterizados por diversos 
grupos de pesquisa. Em modelos de envelhecimento utilizando-se 
astrócitos corticais, o efeito glioprotetor da guanosina foi verificado 
através da modulação do metabolismo glutamatérgico, estresse 
oxidativo e resposta inflamatória (Souza et al., 2016). Podendo também 
exercer efeito anti-apoptótico através da ativação das vias 
PI3K/Akt/PKB e MAPK (Di Iorio et al., 2004). E não somente a 
guanosina, como também outros derivados da guanina, como o GMP, 
podem exercer efeitos tróficos, atuando tanto na organização de 
proteínas da matriz extracelular de astrócitos cerebelares (Decker et al., 
2007), quanto na estimulação da captação glutamatérgica em astrócitos 
corticais (Frizzo et al., 2003).  
 Entretanto, apesar de seus amplos efeitos já descritos, ainda se 
faz necessário elucidar os mecanismos pelos quais a guanosina age. 
Nosso grupo de pesquisa demonstrou, em culturas de astrócitos (dados 
não publicados) e em fatias hipocampais (Dal-Cim et al., 2011)  
submetidos a um modelo de isquemia in vitro (Privação de Glicose e 
Oxigênio- PGO), que os bloqueadores de canais BK, Iberotoxina ou 
Caribdotoxina, foram capazes de prevenir o efeito neuroprotetor da 
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guanosina, o que demonstra uma possível participação destes canais na 
sua ação. Por outro lado, em dados não publicados do nosso grupo, 
constatou-se que tanto em astrócitos e em fatias corticais, o bloqueio dos 
canais BK no período de reoxigenação não interfere no efeito 
neuroprotetor da guanosina. Desta forma, ainda precisamos confirmar se 
a modulação dos canais BK pela guanosina é específica para algumas 
regiões cerebrais, ou depende das isoformas de BK expressas nas 
diferentes regiões.  
 Portanto, considerando que num evento isquêmico também 
ocorre excitotoxicidade glutamatérgica provocada pela liberação 
massiva deste neurotransmissor na fenda sináptica, a partir destes 
resultados, o objetivo do presente trabalho foi estudar se a ativação dos 
canais BK interfere (ou é similar) no efeito da guanosina em astrócitos e 
em fatias hipocampais submetidos à toxicidade por glutamato.   
 Os canais BK apresentam uma alta distribuição em diversos 
tipos de tecidos. Nas células do SNC, localizam-se na membrana 
plasmática de neurônios, onde influenciam na frequência e propagação 
dos potenciais de ação, bem como na liberação de neurotransmissores 
dos terminais pré-sinápticos. Enquanto que nos astrócitos, estes canais 
se encontram principalmente nos processos astrocitais que envolvem o 
parênquima de vasos sanguíneos. Nestes locais atuam na rápida 
dilatação de arteríolas intracerebrais consequente da atividade neuronal 
adjacente (Contet et al., 2016), regulando assim o fluxo sanguíneo 
cerebral. Além disso, já foi verificada a expressão das subunidades 
regulatórias BKβ1 e BKβ4 em astrócitos corticais e hipocampais de 
ratos (Seidel et al., 2011), o que demonstra o importante papel 
regulatório destas subunidades sobre os canais BK presentes nestas 
células. Referente à sua distribuição hipocampal, tanto a região do giro 
denteado (Wanner et al., 1999) quanto as regiões hipocampais CA1, 
CA2 e CA3 (Sausbier et al., 2006) apresentam uma alta expressão 
destes canais.  
 Um dos possíveis modos de avaliar a atividade dos canais BK é 
através da sua modulação, utilizando-se compostos com efeito 
bloqueador ou ativador sobre a sua funcionalidade. Os compostos 
ativadores do canal BK têm como efeito estabilizar a célula devido ao 
efluxo de íons K+ que é gerado, levando à hiperpolarização e 
consequente diminuição da excitabilidade celular. Um destes 
compostos, NS1619, possui seletividade para a subunidade funcional 
BKα do canal (Ghatta et al., 2006), porém, o seu sítio exato de ligação 
ainda não foi identificado (Bentzen et al., 2014). Já foi demonstrado que 
o NS1619 induz pré-condicionamento de forma dependente da dose 
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utilizada, em neurônios corticais, contra toxicidade glutamatérgica 
(Gáspár et al., 2008). Yan e colaboradores (2015) avaliaram o efeito de 
um ativador dos canais BK com maior seletividade, o NS11021. 
Constataram que o seu uso como pré-tratamento em neurônios corticais 
inibe significativamente a perda de viabilidade, a indução de apoptose e 
o estresse oxidativo provocados pela toxicidade induzida pelo 
glutamato. Entretanto, o efeito destes ativadores como tratamento em 
culturas primárias de astrócitos hipocampais submetidas ao dano 
glutamatérgico ainda não foi avaliado.  
 Neste estudo, verificou-se que a indução do dano excitotóxico 
com glutamato (10 mM) por 1 hora em culturas primárias de astrócitos 
hipocampais não foi suficiente para acarretar em uma redução 
significativa da viabilidade celular, e portanto, não foi possível verificar 
qualquer efeito protetor significativo com os tratamentos seguidos ao 
dano. Este resultado pode ser devido a uma importante função 
astrocitária, que é a captação de glutamato (Danbolt et al., 1990). Um 
estudo prévio do nosso grupo demonstrou que astrócitos cerebelares são 
suscetíveis à toxicidade por glutamato 10 mM (mesmo protocolo 
utilizado neste estudo) (Mendes-de-Aguiar, 2008). É possível que os 
astrócitos hipocampais, agora utilizados, tenham um capacidade maior 
de captação, que restringe a indução de toxicidade. Estas diferenças 
regionais deverão ser confirmadas em experimentos futuros. 
Alternativamente, como as  células foram utilizadas em seu 8° dia de 
cultivo, é possível que já se observe um declíneo da viabilidade celular 
nas culturas controle, em decorrência do longo período in vitro. Tal 
hipótese é reforçada com a análise da imunocitoquímica do grupo 
controle, onde é visível tanto a alteração morfológica das células 
marcadas para GFAP quanto o aumento da fluorescência na marcação 
para Hoechst. E portanto, considerando que esta é uma sonda capaz de 
permear a célula e se ligar ao seu DNA, o aumento da fluorescência e a 
ocorrência de núcleos aparentemente fragmentados, possivelmente 
indicam células em apoptose (Zhivotovsky e Orrenius, 2001). 
 Entretanto, quando comparados somente os grupos controle e 
GUO, verificou-se um aumento significativo na viabilidade deste último 
grupo, além de uma maior conservação morfológica e elevada marcação 
para GFAP identificadas por imunocitoquímica. Ciccarelli e 
colaboradores (2000) demonstraram o efeito da GUO na indução da 
proliferação de culturas primárias de astrócitos corticais, possivelmente 
corroborando os resultados obtidos neste trabalho.  
 Aumentar o número de réplicas deste experimento possibilitaria 
verificar se tais tendências obtidas se mantêm. Caso contrário, seria 
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necessária uma alteração no protocolo experimental, onde o tratamento 
das células passaria a ser feito no dia 6 in vitro e as avaliações nas 24 
horas seguintes. Além disso, estudos de captação de glutamato serão 
importantes para avaliar a funcionalidade e diferenças regionais destas 
culturas astrocitárias. 
 Já nas fatias hipocampais, os resultados obtidos demonstraram 
que, a incubação das fatias com glutamato (10mM) por 1 hora e 
incubação por 4 horas em tampão fisiológico não diminuiu 
significativamente a viabilidade celular. Considerando que trabalhos do 
nosso grupo já demonstraram este efeito de redução na viabilidade 
celular induzida por glutamato, tanto após 6 horas (Molz et al., 2011), 
como após 4 horas de incubação (Ludka et al., 2016), experimentos 
adicionais são necessários para que se atinja significância estatística, já 
que neste experimento obteve-se um valor de P = 0,0707. Portanto, 
nenhum dos tratamentos utilizados, GUO (100 uM) ou NS1619 (10 
uM), exerceu qualquer alteração na viabilidade das fatias. Deste modo, 
não sendo identificadas alterações significativas na viabilidade celular, 
foi então avaliado um possível estresse oxidativo induzido pelo 
glutamato. 
 As espécies reativas são produzidas constantemente em todos 
os tecidos, podendo ser geradas com a finalidade de participar de 
cascatas de sinalização intra e extracelular, ou sendo simplesmente 
provenientes da cadeia transportadora de elétrons de mitocôndrias 
danificadas. Devido a sua alta taxa de consumo de O2, o cérebro humano 
é altamente dependente da função mitocondrial eficiente, estando 
especialmente suscetível a danos oxidativos. E além disso, elevados 
níveis de glutamato no espaço extracelular podem levar à ativação 
excessiva de seus receptores, que por sua vez, provocam o aumento de 
Ca2+ intracelular e consequente produção excessiva de óxido nítrico 
(NO), o qual pode agir sobre as mitocôndrias aumentando ainda mais a 
produção de espécies reativas (O2 -) (Halliwell, 2001). 
 A excitotoxicidade glutamatérgica induzida em fatias 
hipocampais, através da incubação com glutamato 10mM por 1 hora, já 
foi demonstrada com a diminuição da viabilidade celular, estresse 
oxidativo e perda do potencial de membrana mitocondrial (Ludka et al., 
2016). Além disso, Corte e colaboradores (2012) também estudaram a 
excitotoxicidade glutamatérgica, porém em diferentes regiões do cérebro 
de ratos. Seus resultados indicam que o glutamato (1 e 10 mM) induz 
um aumento significativo nos níveis de EROs, principalmente nas 
regiões do córtex e hipocampo. Enquanto que, ainda neste trabalho, a 
guanosina (100 uM) é capaz de reverter o estresse oxidativo induzido 
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pelo glutamato 1 mM, porém tendo efeito parcial contra o glutamato 10 
mM. Além disso, similar aos resultados obtidos no presente trabalho, 
neste artigo também constatou-se que o glutamato não foi capaz de 
diminuir a viabilidade de nenhuma das três regiões analisadas. 
 Por conseguinte, através do ensaio de fluorescência de DCFH-
DA, verificou-se que a exposição das fatias hipocampais ao glutamato 
(10 mM) por 1 hora, seguido de 2 horas de recuperação, causou um 
aumento significativo na produção de EROs. O tratamento com o 
ativador NS1619 foi capaz de reverter este dano, ao contrário da GUO, 
da qual não verificou-se efeito neuroprotetor.  Estes resultados 
corroboram os efeitos do glutamato sobre a indução do estresse 
oxidativo já descritos na literatura. Neste caso, a ativação excessiva de 
seus receptores provoca a despolarização da membrana celular, com 
consequente entrada excessiva de íons Ca2+, provocada principalmente 
pela ativação de seus receptores ionotrópicos (NMDA e AMPA). Este 
aumento nos níveis de Ca2+, por sua vez, será responsável por iniciar 
diversas cascatas de sinalização intracelulares, onde uma delas levará ao 
aumento da produção de EROs pelas mitocôndrias.  
 Em relação à GUO, nosso grupo de pesquisa já demonstrou seu 
efeito neuroprotetor em fatias hipocampais submetidas à toxicidade 
glutamatérgica. Porém, neste caso a GUO foi utilizada como um pré-
tratamento, sendo adicionada 30 minutos antes da incubação com o 
glutamato (1 mM), e co-incubada pelo período de 1 hora com glutamato. 
Além disso, demonstrou-se que o mecanismo de ação da GUO foi 
dependente da ativação da via de sinalização celular PI3K/Akt e 
inativação da via GSK3β (Molz et al., 2011). Porém, segundo o 
protocolo utilizado nos experimentos do presente trabalho, a GUO foi 
utilizada como um pós-tratamento, sendo adicionada no início de cada 
período de recuperação que se seguia após o dano glutamatérgico. 
Portanto, considerando que um dos mecanismos de ação da guanosina é 
agir sobre os transportadores glutamatérgicos, modulando a captação e 
liberação deste neurotransmissor no meio extracelular, é possível que, 
ao ser adicionada como pós-tratamento nas fatias já expostas ao 
glutamato, qualquer proteção que exerça não seja realmente efetiva.  
 O efeito antioxidante verificado através da ativação dos canais 
BK, descrito neste trabalho, pode ser explicado pelo feedback negativo 
gerado por estes canais em resposta ao aumento de Ca2+ intracelular. 
Neste caso, ativação dos canais BK gera um contrabalanço na 
homeostase iônica ao iniciar o efluxo de íons K+, o que hiperpolariza a 
membrana celular, e por consequência, desativa canais de Ca2+ 
dependentes de voltagem (Bentzen et al., 2014). Assim, ao impedir que 
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os níveis de Ca2+ intracelular continuem aumentando, por consequência 
a ativação dos canais BK impede que espécies reativas em excesso 
continuem a serem geradas.  
 Entretanto, apesar de sua seletividade, já foi verificado que, 
além de agir nos canais BK, o ativador sintético NS1619 possui um 
efeito inibitório em canais de Ca2+ e de K+ dependentes de voltagem (Kv) 
(Holland et al., 1996). Portanto, são necessários estudos 
complementares que descrevam a ação completa deste composto no 
SNC. De modo a avaliar a sua especificidade, o mesmo protocolo de 
dano glutamatérgico poderá ser utilizado, porém adicionando-se à 
incubação das fatias compostos bloqueadores do canal BK. E além 
disso, uma segunda possibilidade seria a avaliação de seu efeito como 
ativador seletivo para BK através de ensaios de eletrofisiologia em 
células HEK-293 transfectadas com a subunidade funcional do canal 
BK, metodologia já utilizada por Tasca e colaboradores (2013). 
 Deste modo, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram 
que o glutamato não diminuiu a viabilidade de astrócitos hipocampais, 
porém, verificou-se um possível efeito trófico da GUO per se quando 
comparada ao controle. Nas fatias hipocampais submetidas ao dano 
glutamatérgico, ainda não foi verificada uma redução significativa na 
viabilidade celular, bem como nenhum efeito da guanosina ou da 
ativação dos canais BK. Entretanto, quando avaliada a produção de 
EROs nas fatias, verificou-se um aumento nos grupos tratados com o 
glutamato. E neste caso, a modulação dos canais de potássio 
dependentes de cálcio (BK), utilizando-se o ativador NS1619, foi capaz 







•! A indução do dano glutamatérgico em culturas primárias de 
astrócitos hipocampais não é suficiente para diminuir a 
viabilidade celular de modo significativo. Porém, a guanosina 
per se exerce um possível efeito trófico nestas células. 
•! A indução do dano glutamatérgico em fatias hipocampais não 
diminui significativamente a viabilidade celular. A ativação dos 
canais BK ou o tratamento com a GUO não exerceram qualquer 
efeito sobre a viabilidade das fatias.  
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•! A indução do dano glutamatérgico em fatias hipocampais 
provoca um aumento significativo na produção de EROs, e a 





•! Repetir a avaliação da viabilidade de culturas astrocitais, 
tratadas com guanosina e NS1619, frente à toxicidade 
glutamatérgica a fim de confirmar as tendências estatísticas 
obtidas no presente trabalho. Caso contrário, modificar o 
protocolo utilizado, passando o tratamento das células para o 6° 
dia in vitro após o plaqueamento.  
•! Repetir a avaliação da viabilidade de fatias hipocampais, 
tratadas com guanosina e NS1619, frente à toxicidade 
glutamatérgica a fim de atingir significância estatística. 
•! Verificar o possível efeito do ativador de canal BK, NS1619, 
em diferentes regiões do cérebro de ratos, tanto em fatias como 
em culturas celulares, frente à toxicidade do glutamato.  
•! Avaliar os níveis de captação de glutamato, tanto em astrócitos 
quanto em fatias hipocampais, submetidos ao dano 
glutamatérgico e tratados com guanosina e NS1619. 
•! Avaliar a especificidade do ativador NS1619 em fatias 
hipocampais submetidas à toxicidade glutamatérgica utilizando-
se bloqueadores dos canais BK.  
•! Avaliar o efeito do NS1619 como ativador seletivo através de 
ensaios de eletrofisiologia em células HEK-293 transfectadas 
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